Aplicagoes da nanotecnologia na producgao de leite
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Introducgao

Nas ultimas décadas, o grande avanco ocorrido na parte de instrumentagao
laboratorial possibilitou 0 conhecimento e a compreensao de fendbmenos que ocorrem na
nanoescala. Nesta condicdo, uma particula que tem seu tamanho reduzido para
dimensoes inferiores a 1000 nm, os fendbmenos fisicos facilmente visualizados na escala
meétrica como a gravidade, o atrito, a inércia e outros tém sua importancia de agao sobre
as particulas diminuidas e, com isso, outras forgas fisicas, até entao diminutas, como é o
caso da forga eletrostatica, de van der Waals, das repulsdes estéricas, do movimento
browniano e outras passam a imperar. Assim, a particula pode apresentar suas
caracteristicas aumentadas, ou mesmo, novas caracteristicas quando comparados a sua
forma convencional. Como exemplo, pode-se citar as nanoparticulas de ouro que, quando
possuem diametro médio inferior a 10 nm apresentam coloracdo vermelho e ao ter seu
diametro aumentado para dimensbées que oscilem entre 10 e 99 nm assumem uma
coloragao violacea em meio aquoso.

Observagdes como essa, sinalizaram com grande possibilidade de incremento
tecnologico controlando apenas a organizagao de atomos e moléculas, estimulando assim
macicos investimentos em pesquisas envolvendo nanotecnologia nas ultimas décadas.
Como resultado, tem-se observado o desenvolvimento de produtos inovadores na
industria de eletrénicos, de quimica fina, medicina, cosméticos e no setor de automacao.
Os ganhos de conhecimento nesses setores podem facilmente ser adaptados para a
industria de alimentos e contribuir com o desenvolvimento e a melhoria dos atuais
equipamentos utilizados para analises de fraudes, contaminantes quimicos, biolégicos ou
mesmo qualificacdo dos alimentos, os quais podem ser mais rapidos, eficientes e baratos
(SOZER e KOKINI, 2009).

Outra aplicagdo da nanotecnologia inclui os ingredientes ou aditivos
nanoestruturados/nanoencapsulados que, dependendo de sua funcdo podem ser
adicionados diretamente ao alimento ou a sua embalagem com o intuito de prevenir
oxidagao, crescimento bacteriano, mascarar o sabor ou a textura do alimento, intensificar

o flavor, promover a liberagdo sustentada ou direcionamento de bioativos (vitaminas,



minerais, enzimas, etc) e melhorar a estabilidade ou inibir o crescimento de micro-
organismos (FAO e WHO, 2009). Ainda no tema de liberagdo sustentada ou
direcionamento de principios ativos, a nanotecnologia pode contribuir para
desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas inteligentes, que s&do capazes de
combater e prevenir infecgdes bacterianas, parasitarias, virais ou fungicas de forma mais
eficiente, sem, contudo deixar residuos no leite.

Nesse contexto, serdo abordadas as aplicagdes da nanotecnologia que podem

gerar grandes beneficios para a cadeia produtiva do leite.

O leite como fonte de matéria prima para produgao de nanoestruturas.

Todos os alimentos, naturais ou processados, inerentemente contém
nanoparticulas. O leite, em especial, frequentemente é citado como um alimento nano,
visto que, quase a totalidade de seus componentes apresentam alguma arquitetura ou
estrutura em nanoescala. Como exemplo, encontramos as caseinas que possuem
didmetro variando entre 50 e 500 nm e o globulo de gordura que em algumas espécies
chegam a atingir dimensdes inferiores a 1000 nm (GROVES e TITORIA, 2009; SOZER e
KOKINI, 2009). Por sua vez, esses componentes podem ser desorganizados e
reorganizados em estruturas com tamanhos e fung¢des bem definidas.

Tal condicao faz do leite uma excelente fonte de matéria-prima para confecgao de
nanoestruturas, tanto para uso na industria de alimentos quanto para a farmacéutica e de
cosméticos, cujos novos produtos nanoestruturados nao devem sofrer rejeicdo por
consumidores, uma vez que, o leite é rotineiramente utilizado como fonte de alimento em
todo o mundo.

O uso de soro de leite como matriz polimérica para confecgdo de nanoparticulas
e seu posterior uso em sistemas de liberagdo sustentada foi proposto por Giroux e
colaboradores (2010). Nesse experimento, os autores descrevem a producdo de
nanoparticulas com diametro variando entre 100 e 300nm, que sao reticuladas
covalentemente entre dois grupamentos de cisteinas pela redugao do pH.

Por sua vez, Graveland-Bikker e Kruif (2006) descrevem a producédo de
nanotubos a partir da a-lactoalbumina parcialmente hidrolisada por proteases do Bacillus
licheniformis, que sob concentragdo adequada de alguns cations di e trivalentes tém seus
mondmeros autorganizados na forma nanotubos com didmetro cavitario médio de 8 nm.
Esses autores propuseram o uso dessas nanoestruturas como espessantes na industria

de alimentos, como encapsulantes de farmacos e bioativos, como suporte para



crescimento celular na engenharia de tecidos e como fibra.

A B-lactoglobulina, reticulada ionicamente com a pectina foi utilizada por Zimet e
Liviney (2009) para producdo de nanocomplexos capazes de encapsular acidos graxos
polinsatudos da série dmega-3, com grande estabilidade coloidal e transparéncia. A forma
nanocomplexada também apresentou aumento de estabilidade do lipidio quando exposto
a oxidagao. Esses achados permitiram que os autores aventassem seu uso para o
enriquecimento nutracéutico de bebidas.

Nanoesferas produzidas a partir do copolimero caseina-co-dextrina foram
utilizadas por Pan e colaboradores (2007) para encapsular o B-caroteno, as quais

apresentaram liberagdo sustentada em condigdes de simulagao do processo digestivo e,

aumento de sua estabilidade ante o ensaio de oxidagdo por FeCIS. A B-caseina foi

utilizada para encapsular o mitoxatrone, um quimioterapico hidrofébico utilizado no
tratamento de neoplasias. Na condicdo encapsulada, o mitoxatrone pdde ser veiculado
em formulagdes aquosas e teve seu efeito toxico possivelmente reduzido (SHAPIRA et al.,
2010).

O recobrimento de nanoparticulas de poliacido latico peguiladas com lactoferrina
de colostro bovino foi utilizado para efetuar o direcionamento ativo dessas particulas para
o ceérebro, visto que, ao se ligarem nos receptores para lactoferrina presentes na barreira
hemato-encefalica foram ativamente transportadas e se acumularam no sistema nervoso
central (HU et al., 2009).

Outros tipos de nanoestruturas, os lipossomas, sdo amplamente utilizados em
nanotecnologia para liberacdo sustentada de principios ativos. Estes s&o compostos
prioritariamente por fosfolipedes, que se auto-organizam formando uma bicamada uni ou
multilamelar com um nudcleo aquoso central. Segundo Livney (2009), o comportamento
anfifilico dos fosfolipides e das proteinas de membrana dos I6bulos de gordura presentes
no leite, Ihes confere grande aptidao para producgéo de lipossomas.

Thompson e colaboradores (2006) compararam lipossomas produzidos a partir de
fosfolipides de membrana do glébulo de gordura do leite com os produzidos com
fosfolipide de soja. Os de origem animal apresentaram moédulo da carga elétrica
superficial (potencial Zeta) menor que os derivados da soja, sinalizando portanto, menor
estabilidade durante periodos de estocagem. Contudo, quando avaliou-se a
permeabilidade a &agua, os oriundos do glébulo de gordura lacteo foram mais
impermeaveis, o que pode lhes conferir um periodo de liberagdo sustentada maior quando
utilizados para encapsular compostos hidrofilicos.

Assim, o uso de componentes do leite para produgdo de nanoestruturas de



interesse comercial pode ser mais uma opg¢ao de agregar valor ao produto leite.

Nanoestruturas para liberagao sustentada ou direcionada.

Além das ja abordadas nanoestruturas, as nanoparticulas poliméricas produzidas
com plasticos biodegradaveis, as magnéticas, as lipidicas soélidas, as metalicas, os
fulerenos e nanotubos de carbono também apresentam grande potencial de aplicagcao
para liberagao sustentada e direcionamento de farmacos e bioativos.

Alem das aplicagdes ja mencionadas, quando os sistemas nanoestruturados sao
capazes de fazer o direcionamento de principios ativos, o efeito sobre a qualidade do leite
pode ser imediato, visto que, pode ocorrer redu¢do na quantidade de farmaco empregada
no tratamento do animal, ou mesmo este pode apresentar sua biodistribuicdo alterada.

Ao mudar a biodistribuicdo, ou reduzir a concentracao de um farmaco, este pode
nao conseguir vencer a permeabilidade seletiva da barreira hemato-glandular (ZIV e
SULMAN, 1975). Como consequéncia, sua excrec¢ao no leite pode ser reduzida ou inibida,
resultando em menor concentracdo de residuos e descarte de leite. Portanto o uso de
“dispositivos inteligentes” é uma tendéncia mundial na medicina humana e animal, ndo s6
pela redugao dos residuos mas também pala reducédo do estresse e da necessidade de
manejo animal.

Uma forma elegante de direcionamento ativo de um antibidtico foi a realizada com
a gentamicina, para o interior de fagdcitos, na qual nanoparticulas de poli acido latico-co-
glicélico melhoraram a eficiéncia do antibiético no controle da Brucella spp (LOCAROZ et
al., 2007). Outras nanoparticulas com agao semelhante sdao as de nano-silica, que
também foram ligadas a gentamicina para tratar ratos infectados com Salmonella enterica
(SLEEN et al., 2009). Em ambos os casos o antibidtico nanoestruturado foi mais efetivo
que o convencional.

Outro exemplo de direcionamento sdo os lipossomas peguilados, que foram
utilizados por Schroeder e colaboradores (2008) com o intuito de direcionar o anti-
inflamatorio esteroidal succinato de metilpredinesolona para regiées do corpo de ratos
que apresentavam processos inflamatérios. Vinte e quatro horas apds a administragdo do
sistema nanoestruturado, a concentracdo de anti-inflamatério no local do processo
inflamatorio foi o dobro da encontrada na regido controle. Tal resultado sugeriu uma
potencial redugdo da dose administrada quando feito o uso de anti-inflamatorio
nanoestruturado.

A contaminacéo do leite ou de produtos lacteos, por micro-organismos, também



pode ser reduzida pela liberacdo sustentada de antimicrobianos. A nisina, um peptideo
com agao antimicrobiana, que é considerado seguro para uso em alimentos pela FAO e
pela WHO, foi nanoencapsulado em lipossomas e utilizado para controlar o crescimento

de Listeria monocytogenes no leite por Malheiros e colaboradores (2010).

Nanotecnologia e monitoramento da qualidade do leite.

Assegurar a qualidade e a inocuidade do leite € fundamental para a seguranca
do consumidor e do comércio internacional de lacteos. Para esse fim, a nanotecnologia
pode contribuir melhorando as atuais técnicas de referéncia, ou mesmo, colaborando com
o desenvolvimento de novos sensores para equipamentos.

As propriedades Opticas ou eletrénicas, derivadas de particulas em nanoescala,
quando incorporadas aos ensaios laboratoriais podem aumentar sua sensibilidade. Yuan
e colaboradores (2008) acoplaram nanoparticulas de ouro de 40 nm a anticorpos contra
cloranfenicol, para sua detecgao por ensaio de ressonancia plasmoénica de superficie. As
nanoparticulas permitiram a amplificacdo do sinal e com isso atingiram o limite de
detecgao de 0,74 fg/mL.

O europidium (lIl) foi ligado a nanoparticulas de latex e anticorpos contra Listeria
monocytogenes. Estas nanoestruturas foram utilizadas em ensaios de TR-FIA para a
deteccdo do patdbgeno em amostras de queijo, leite, peixe e outros alimentos, mostrando-
se quinhentas vezes mais sensivel que o ensaio automatizado comercial por EL-FIA
(JAAKOHUHTA et al., 2007). Por sua vez, Yang e colaboradores (2007), utilizaram
nanoparticulas magnéticas de ferrita revestidas com anticorpo anti-L. monocytogenes
para concentrar as bactérias e com isso facilitar sua deteccdo por PCR em amostras de
leite.

Outros dispositivos que podem ser empregados para deteccdo de contaminates
de leite sdo o0s nanobiossensores, uma classe de sensores nanométricos ou
nanoestruturados compostos por componente biolégico de elevada especificidade e um
transdutor, que converte os sinais biolégicos em sinais opticos, elétricos ou térmicos.

Razzino (2007) produziu um eletrodo de carbono vitreo, ao qual foi incorporado
nanotubos de carbono e posteriormente recoberto com acetilcolinesterase. As
colinesterases, em geral, sdo inibidas por organofosforados e carbamatos, dois grupos
quimicos amplamente utilizados na agropecuaria para controle de artropodes. Quando um
desses compostos esta presente no analito, a degradagao de um substrato (um ester de

tiocolina) previamente adicionado é reduzida, alterando assim a corrente elétrica gerada



na reagcao. Nesse trabalho, a autora conseguiu detectar concentracdes de até 8,96nmol
L' de carbaril em amostras de tomate.

Fazendo uso de um sistema 6ptico baseado no tipo wavelength-interroated, que
utiliza o principio de onda evanescente para medir mudangas no indice de refracdo de um
feixe luminoso, Adrian e colaboradores (2009) biofuncionalizaram um microship com
biorreagentes especificos (anticorpo, oligonucleotidios e outros) para antibiéticos do grupo
dos B-lactamicos, das sulfonamidas, fluorquinolonas e tetraciclinas, produzindo assim de
um nanobiossensor multiplo. Com este sistema foi possivel identificar no leite a presenca
de trinta e cinco bases farmacolégicas diferente pertencentes as classes supra citadas em
concentragdes de ug.L™.

Outro grupo de sensores nanoestrurados que podem ser utilizados para avaliagao
de leite, sGo os de seletividade global, comumente denominados de lingua e nariz
eletrénico. Nesses, camadas nanométricas de polimeros como, por exemplo, o
poliacetileno, as polianilinas, os polipirrds e outros, podem ser depositados sobre
eletrodos por técnicas de automontagem, as quais podem ser submetidas a diferentes
dopantes (redutores). Quando expostos aos diferentes liquidos ou volateis, cada sensor
se comporta de uma forma, que ao serem avaliados em conjunto, geram um “espectro”
especifico de cada analito.

Utilizando sensores do tipo lingua eletrénica, De Paula Junior (2009) conseguiu
separar leite longa vida (UHT) em funcdo da marca e da concentragdo de gordura (i.e.
0.1, 1 ou 3% de gordura). Tal resultado permite vislumbrar sua aplicagdo para
rastreabilidade. Ademais, nosso grupo ja vem efetuando ensaios para detecgdo de
adulteragao de leite com soro oriundo da producao de queijo (dados nao publicados).

Também, avaliando adulteracdo em leite, porém de cabra, Dias e colaboradores
(2009) conseguiram separar leite de cabra intencionalmente adulterado com leite de vaca
em proporgao de 50%. Por sua vez, sistemas baseados em lingua eletronica foram
utilizados com sucesso para separar o leite proveniente de animais com mastite clinica
ou saudaveis (MOTTRAM, et al. 2007). Por fim, esses autores aventaram a possibilidade

de uso desse sistema para monitoramento on-line de rebanhos leiteiros.
Conclusao
A expansao da nanotecnologia nos mais diversos segmentos de mercado pode

ser oportunidade para insergao de derivados do leite na forma nanopartuculada, visto que

outras nanoparticulas ainda possuem sua seguranga de uso questionada. Ademais,



mesmo em uma fase inicial de desenvolvimento, produtos comerciais possuindo
nanotecnologia ainda sdo raros comercialmente, contudo sua incorporagéo aos diferentes
segmentos da cadeia produtiva do leite parece ser uma questdo de tempo. Assim o
conhecimento de seus potenciais ou limitagdes é fundamental para a tomada de decisao

de sua adogao ou nao.
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